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A biodegradação dos materiais lignocelulósicos tem sido objeto de muitos 
estudos e aplicada em processos tecnológicos. A tecnologia para converter 
biomassa lignocelulósica em açúcares fermentescíveis apresenta grande 
potencial sustentável para produção de etanol de segunda geração. A 
obtenção de etanol a partir de biomassa envolve três etapas: pré-tratamento, 
hidrólise e a fermentaçãol. A hidrólise de celulose gera glicose e celobiose (um 
dímero de glicose) e a hidrólise de ligninas e hemicelulose gera açúcares e 
subprodutos (principalmente HMF, furfural e ácido acético), que muitas vezes 
inibem a fermentação microbiana. Este trabalho teve como objetivo otimizar a 
hidrólise enzimática da rama-de-batata para obtenção de etanol de segunda 
geração. Para desenvolvimento do experimento foi aplicado um planejamento 
composto central variando temperatura (30° C, 40°C e 50°C), tempo (24, 48 e 
72 horas) e carga enzimática (30,120 e 210FPU). As variáveis de resposta 
foram as concentrações de monômeros (glicose, xilose e arabinose) e 
inibidores (ácido acético, hidroximetilfurfural e furfural) no hidrolisado. As 
condições operacionais ótimas para a hidrólise foram definidas como 
temperatura de 30° C, tempo de processo de 72 horas, carga enzimática de 
30FPU, nessas condições teríamos 11,97 g/L de glicose, 2,29g/L de xilose e 
2,10g/L de ácido acético. Os efeitos dos fatores ocasionaram baixas 
concentrações de inibidores furfural e HMF não afetando o rendimento do 
processo. 
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The biodegradation of lignocellulosic materials has been the object of many 
studies being applied in technological processes. The technology to convert 
lignocellulosic biomass into fermentable sugars presents great sustainable 
potential for the production of second generation ethanol. Obtaining ethanol 
from biomass involves two steps, first consisting of the hydrolysis of 
polysaccharides, generating mono and disaccharides, and later involves the 
fermentation of monkeys and disaccharides in ethanol. Cellulose hydrolysis 
generates glucose and cellobiose (a glucose dimer). On the other hand, the 
hydrolysis of lignins and hemicellulose generates sugars and by-products 
(mainly HMF, furfural and acetic acid), which often inhibit microbial 
fermentation. This work aimed to optimize the enzymatic hydrolysis of the 
potato branch to obtain second generation ethanol. For the development of the 
experiment, a rotational central composite planning was performed, varying 
temperature (30 ° C, 40 ° C and 50 ° C), time (24, 48 and 72 hours) and 
enzymatic loading (30, 120 and 210FPU). Response variables were the 
concentrations of monomers (glucose, xylose and arabinose) and inhibitors 
(acetic acid, hydroxymethylfurfural and furfural) in the hydrolyzate. The optimal 
operating conditions for the experiment were defined as temperature of 30 ° C, 
process time of 72 hours, enzymatic loading of 30FPU, under these conditions 
we would have 11.97 g / L glucose, 2.29 g / L xylose. The effects of the factors 
caused low concentrations of furfural and HMF inhibitors without affecting the 
yield of the process. 
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Os biocombustíveis  são  produzidos  a  partir  de  biomassas 
renováveis, produtos vegetais ou composto animal, classificados conforme a 
matéria prima e a tecnologia empregada. Eles são identificados como primeira 
segunda e terceira geração. Os biocombustíveis de primeira geração são 
aqueles produzidos pela fermentação de amidos e/ou de açúcares. Os de 
segunda geração vêm ganhando crescente interesse nos anos recentes como 
uma possível alternativa mais verde do que os combustíveis fósseis. São 
produzidos por pré-tratamento e fermentação, utilizando materiais 
lignocelulósicos, tais como resíduos agrícolas, florestais e industriais. Os de 
terceira geração são produzidos por fermentação de amido algáceos. 
Visando a obtenção de açúcares fermentescíveis a partir de materiais 
lignocelulósicos torna-se fundamental a realização de um pré-tratamento, pois, 
por exemplo, a hidrólise enzimática de materiais sem um pré-tratamento resulta 
em rendimentos inferiores a 20% do valor teórico. Além disso, o processo de 
hidrólise enzimática é considerado lento e pouco econômico, por isso, a 
eficácia na etapa de pré-tratamento fundamental para melhorar o processo 
(TSAO, 1978; CARA et al., 2006; SAAD, 2010). 
No entanto, estes pré-tratamentos além de formarem açúcares 
derivados da hidrólise e da degradação da celulose e hemicelulose, formam, 
também, compostos que podem atuar como inibidores na fermentação. A 
natureza e concentração destes compostos dependem do tipo de biomassa 
pré-tratada, assim como das condições do processo (Caetano e Madaleno, 
2011). Estes compostos derivados do furano se comportam como inibidores 
dos microrganismos, danificando as paredes e membranas celulares, inibindo o 
crescimento celular, reduzindo as atividades enzimáticas e consequentemente 
a produção de etanol (Olea et al., 2012). 
A busca por pesquisa que buscam o aperfeiçoamento no processo de 
obtenção de etanol de segunda geração é de grande relevância, e o presente 
trabalho tem como objetivo estabelecer condições ideais para a hidrólise 
enzimática das ramas da batata-doce visando maior liberação de açúcares 






2.1. Objetivo geral 
Otimizar a hidrólise enzimática das ramas de batata-doce (ipomoea 
batatas (l.) lam). para obtenção de etanol de segunda geração 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
 
Avaliar a composição química da rama de batata-doce. 
 
 
Otimizar o processo de hidrólise enzimática da rama da batata-doce 
para a produção de açúcares fermentescíveis na linha de processo de 
etanol. 
 
Avaliar a influência das variáveis operacionais (temperatura, tempo e 
carga enzimática) sobre as variáveis dependentes (rendimento mássico 
de açúcares e eficiência da hidrólise). 
 
Quantificar os açúcares fermentescíveis e os inibidores provenientes da 



























Biocombustível é definido pela Lei 9.478/97, como substância derivada 
de biomassa renovável, tal como, biodiesel, etanol e outras substâncias 
estabelecidas em regulamento da ANP, que pode ser empregada diretamente 
ou mediante alterações em motores a combustão interna ou para outro tipo de 
geração de energia, podendo substituir parcial ou totalmente combustíveis de 
origem fóssil. Os biocombustíveis são biodegradáveis, por isso provocam 
menor impacto à natureza e essas fontes são renováveis podendo se recompor 
num ritmo capaz de suportar sua utilização sem restrições ou risco de 
esgotamento (NETO e LEAL, 2012). 
Rodrigues (2011) relata que os biocombustíveis são identificados como 
de primeira e de segunda geração. Os de primeira geração são aqueles 
produzidos a partir de matérias-primas usadas também como alimentos, para 
humanos e animais. Em decorrência, estes biocombustíveis geram 
questionamentos éticos, políticos e ambientais. Para contornar estas 
inquietações, a produção de biocombustíveis de segunda geração (isto é, 
gerados a partir de resíduos, rejeitos ou de produtos não comestíveis), vem 
ganhando crescente interesse nos anos recentes como uma possível 
alternativa mais verde do que os combustíveis fósseis. 
A Agência Internacional de Energia distingue biocombustíveis 
tradicionais domésticos – ex: lenha, esterco animal e óleos vegetais - de 
biocombustíveis industriais, os quais se dividem como de primeira geração – 
ex: etanol de cana-de-açúcar e biodiesel – e de segunda geração – ex: etanol 
lignocelulósico (IEA, 2004; SCHULZ, 2010). 
Os biocombustíveis apresentam as seguintes vantagens: (a) podem ser 
facilmente obtidos a partir de fontes de biomassa abundantes e baratas; (b) seu 
uso permite reduzir a emissão de carbono para a atmosfera (GARCIA, 2012); 
(c) eles são biodegradáveis e contribuem para a sustentabilidade (PUPPAN, 








O etanol (C2H5OH ou EtOH) é o biocombustível mais utilizado em 
veículos, podendo ser usado diretamente como combustível ou misturado à 
gasolina, elevando seu conteúdo de oxigênio e consequentemente permitindo 
uma maior combustão da mesma, além de diminuir a emissão de gases 
poluentes (DERMIBAS, 2005). 
Segundo Leal e Leite (2007), etanol pode ser obtido de diferentes 
matérias-primas que contenham açúcares ou polímeros de açúcares, como 
cereais, frutas, tubérculos, gramíneas como a cana-de-açúcar, sorgo sacarino 
etc. Essas matérias-primas podem ser divididas, quanto ao insumo básico em: 
a) Açúcares - cana-de-açúcar, melaço, sorgo sacarino, frutas, beterraba. 
Os açúcares são convertidos diretamente em etanol via fermentação, após o 
processo de extração; 
b) Amidos - grãos como o milho, trigo, cevada, arroz, tubérculos como 
mandioca, batata, batata-doce. Os amidos são convertidos em açúcares via 
fermentação, após sacarificação, hidrólise e esses açúcares são 
posteriormente fermentados; 
c) Lignocelulósicos - resíduos agro-florestais, gramíneas como o capim- 
elefante, resíduos orgânicos do lixo urbano e florestas plantadas. A celulose e  
a hemicelulose precisam ser convertidas em açúcares via hidrólise para 
posterior fermentação. 
O bioetanol é obtido a partir da biomassa por duas rotas de conversão 
principais: fermentação do açúcar/amido e fermentação da biomassa 
lignocelulósica. Algumas biomassas não apresentam a necessidade de serem 
hidrolisadas (fontes sacarinas), no entanto outras necessitam ter os 
monossacarídeos disponibilizados antes de serem fermentados, por exemplo, 
as biomassas amiláceas e lignocelulósicas (IEA, 2011; ALVIM, 2014). 
 
3.1.2. Etanol de fontes diretamente fermentescíveis 
 
 
Menezes (1980) e Camacho (2013) relata que matérias-primas ricas em 
carboidratos podem ser agrupadas em duas categorias, as diretamente 
fermentescíveis que não necessitam de conversão prévia do carboidrato, e as 
28  
indiretamente fermentescíveis que precisam sofrer essa conversão prévia 
antes da fermentação, de modo a torná-lo assimilável pela levedura alcoólica. 
Dentre as matérias-primas diretamente fermentescíveis o autor destaca 
a cana- de-açúcar, beterraba, sorgo sacarino (colmo) e polpas de frutas 
apresentando os sacarídeos do tipo sacarose, glicose e frutose. Qualquer 
produto que contenha uma quantidade considerável de carboidratos (açúcares) 
constitui-se em matéria-prima para obtenção de álcool pela via fermentativa. 
Entretanto, para que seja viável economicamente, é preciso que se considere o 
seu volume de produção, rendimento industrial e o custo de fabricação. 
Embora no Brasil o uso de cana açúcar para produção de álcool seja 
muito bem sucedido, outras matérias-primas podem ser consideradas, bem 
seja para possibilitar a produção em regiões sem vocação agrícola de alguma 
cultura ou pelo aproveitamento das perdas resultantes da produção agrícola 
existente, tanto na colheita como na classificação final (FILHO, 2003). 
O Tocantins, já conhecido nacionalmente pela produção de grãos e 
criação de gado, também vem crescendo no setor de agroenergia. Em 2011, foi 
inaugurada a primeira usina para produção de açúcar e bioenergia do Estado,  
a Bunge, em Pedro Afonso. Segundo o subsecretário de Energias Limpas da 
Secretaria da Agricultura, da Pecuária e do Desenvolvimento Agrário, Ailton 
Parente Araújo, o Tocantins tem capacidade para implantar 24 usinas de etanol 
e a expectativa é que outras empresas nacionais e multinacionais reconheçam 
essa grande possibilidade de investimento no Estado. Para os próximos anos, 
a projeção é que seja cultivado 1,2 milhão de hectares com a cana-de-açúcar. 
Outro ponto positivo para a produção de cana-de-açúcar no Tocantins, é que 
tudo que já é produzido na região respeita os preceitos ambientais e 
trabalhistas. “A Bunge não queima a palhada da cana, conseguintemente não 
degrada o meio ambiente. Além disso, todo o corte da planta é mecanizado, 
não tendo nenhuma associação com trabalho análogo à escravidão. Usinas 
novas facilitam esse investimento inicial”, explicou Araújo (REIS et. al, 2014). 
Portanto, o investimento na produção de cana-de-açúcar no Tocantins 
está se dando nos moldes nacionais, com tecnologia adequada ao solo, clima e 
outras variáveis, bem como com tecnologia inovadora e que, no futuro, tenderá 
a aumentar a produtividade do Estado e sua participação no cenário de 




3.1.3. A Batata-doce 
 
 
A produção brasileira de batata-doce ocupa o sexto lugar entre as 
hortaliças mais plantadas no Brasil, correspondendo a uma produção anual 
estimada em 500.000 toneladas, obtida em uma área de aproximadamente 
48.000 hectares. Embora a produção tenha apresentado redução, percebe-se 
que o índice de produtividade tem sido crescente nos últimos anos, de modo 
que o sistema de produção tem sofrido mudanças que indicam uma evolução 
do nível tecnológico (EMBRAPA-2016). 
A batata-doce (Ipomoea batatas Lam) é originária das Américas Central 
e do Sul, sendo encontrada desde a Península de Yucatan, no México, até a 
Colômbia. Relatos de seu uso remontam de mais de dez mil anos, com base 
em análise de batatas secas encontradas em cavernas localizadas no Vale de 
Chilca Canyon, no Peru, e em evidências contidas em escritos arqueológicos 
encontradas na região ocupada pelos Maias, na América Central (SILVA, 
2004). 
Desde os anos 70 muitos pesquisadores já buscavam desenvolver 
combustível de batata-doce, em média, uma tonelada de batata doce rende até 
180 litros de álcool e 300 quilos de resíduo, utilizado para produção de farinha 
e de ração animal. O álcool de batata-doce é um produto de alto valor 
agregado destinado à fabricação de bebidas, cosméticos, tintas e remédios, 
utilizados em vários países como a Bélgica e o Japão (CAMACHO, 2013). A 
produção de etanol a partir da batata-doce tem sido alvo de pesquisas e 
discussões. Em Mato Grosso, o tema foi discutido durante o „Fórum Nacional 
de Batata-Doce Industrial para produção de Etanol e Derivados‟ (BioTGA, 
2012). 
No Estado do Tocantins o cultivo da batata-doce pode ocorrer durante o 
ano todo, desde que se utilize irrigação. A temperatura mínima de 22˚C e 
máxima de 45˚C, associada às precipitações média de 1500 mm.anuais, se 
mostram altamente favoráveis para obtenção de elevadas produtividades. 
DUDA é uma cultivar de película externa roxa e polpa branca, de formato 
irrregular, alongado, redondo e muito desuniforme. Apresenta resistência aos 
30  
insetos de solo. É uma cultivar tardia, sendo que a colheita deve ser realizada 
180  dias  após  o  plantio,  para  um  melhor  aproveitamento  da  indústria.  A 
produtividade média obtida, nos últimos cinco anos, foi de 65,5 t/ha, em ciclo  
de 6 meses, podendo ser colhida também com 7 meses. O teor de matéria 
seca é de 40,4%, podendo conferir neste caso rendimentos de 161,04 litros de 
etanol por tonelada de raiz. Em função de sua elevada produtividade esta 
cultivar é considerada a mais produtiva para indústria, nas condições do 
Tocantins, por combinar em um único genótipo elevado teor de matéria seca e 
produtividade o que resulta em produções de 10467 litros de etanol por hectare 
(SILVEIRA, 2008). 
 
3.1.4. As Ramas da Batata-doce x Etanol lignocelulósico 
 
 
A batata-doce apresenta a característica de armazenar reservas 
nutritivas em suas raízes como amido, proteína, fibras, cinzas e lipídeos, 
possuindo assim um imenso potencial industrial para a produção de 
biocombustíveis. Podemos complementar que a batata-doce é uma das 
culturas mais eficientes, quando se trata de aproveitar a energia solar e 
convertê-la em energia química (MONTES et al.2006). 
Partes das ramas com boa sanidade são usadas na produção da cultura, 
pois para a implantação de uma lavoura de batata-doce, o produtor tem três 
opções para obter novas plantas: brotação de batatas selecionadas, utilização 
de ramas-semente de uma cultura em desenvolvimento ou aquisição de mudas 
de um viveiro (MASIERO, 2012). No plantio convencional usam-se as ramas- 
sementes (estacas da planta) retiradas das partes mais novas do caule 
contendo seis a oito entrenós (cerca de 30 cm), pois nesta região as chances 
são maiores de enraizamento rápido, além de apresentarem um menor índice 
de contaminação por fungos, pragas e outros patógenos (SILVEIRA et al., 
2014). 
Outro gargalo é a subutilização das ramas, que podem ser aproveitadas 
como co-produto agregando valor a cadeia produtiva do etanol de batata-doce. 
Sabe-se que a biomassa da parte aérea (ramas e folhas) possui em sua 
composição altos teores de proteína e carboidratos complexos, aliado a uma 
produtividade média de 20 toneladas por hectares. Podendo ter múltiplas 
aplicações como na fabricação de rações para animais, alimentação humana e 
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produção de etanol de 2° geração. 
Barbosa (2016), aperfeiçoou a técnica de superfície de resposta 
otimizando as condições de pré-tratamento com ácido diluído da rama da 
batata-doce aplicando um planejamento que variou a temperatura (60° C a 
120°C), tempo (30 a 90 minutos), carga de sólidos (2 a 10%,) e concentração 
de ácido sulfúrico (1 a 5%). As condições operacionais ótimas para o pré- 
tratamento do experimento foram definidas como temperatura de 105° C, 
tempo de processo de 75 minutos, carga de sólidos de 8%, e concentração de 
ácido de 4%, nessas condições o pesquisador obteve 12,63g/L de glicose, 
5,01g/L de xilose, 3,63g/L de arabinose, 0,17g/L. 
Segundo Ferreira-Leitão et al. (2010), o aproveitamento de resíduos 
agroindustriais e florestais destaca-se na produção de combustíveis 
renováveis, produtos químicos e de energia, uma vez que sua disponibilidade 
acaba por solucionar o problema do acúmulo. 
Já Paes (2010) afirma que o processo de produção do etanol de 
segunda geração é composto por duas etapas: primeiramente, quebram-se as 
longas cadeias de celulose e hemicelulose, via hidrólise enzimática ou química, 
com a finalidade de obter açúcares de moleculas menores e, em seguida, os 
açúcares reduzidos, obtidos no processo de hidrólise são fermentados, assim 
como ocorre com a sacarose da cana-de-açúcar. 
No processo de hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos, a 
lignina atua como uma barreira física para as enzimas que podem ser 
irreversivelmente capturadas pela lignina e, consequentemente, influenciar na 
quantidade de enzima requerida para a hidrólise, assim como dificultar a 
recuperação da enzima após a hidrólise (LU et al., 2002; SANTOS et al., 2012). 
Devido à   íntima   associação  recalcitrante  existente entre os três 
componentes poliméricos da biomassa, a liberação dos polissacarídeos como 
fonte de açúcares fermentescíveis para produção de etanol está entre as mais 
importantes e urgentes prioridades nas áreas de pesquisa e desenvolvimento 
do etanol celulósico (ZHANG, 2008; SANTOS et al.,2012). 
 
 
3.2. Composição química de materiais lignocelulósicos 
 
 
Material celulósico é um termo genérico para descrever os constituintes 
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principais na maioria dos vegetais, ou seja, a celulose, a hemicelulose e a 
lignina, cuja composição depende não apenas do tipo de vegetal, mas também 
de condições de crescimento, da parte da planta escolhida, da idade de 
colheita, etc. (Barl et al.,1991; Wiselogel et al., 1996; Brown, 1999; Ogeda e 
Petri, 2010). 
Os materiais lignocelulósicos são formados por estruturas duras e 
fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarídeos celulose e 
hemicelulose (cerca de 70% da massa seca), entremeados por outra 
macromolécula, formados por álcoois aromáticos, a lignina, aos quais se 
encontram unidos por ligações covalentes e de hidrogênio (LEE, 1997 apud 
SILVA, 2010). 
A fração celulósica (40%-60% da matéria seca) é um polímero linear do 
dímero glicose-glicose (celobiose), rígido e difícil de ser quebrado. Sua 
hidrólise gera glicose, um açúcar de seis carbonos, cuja fermentação com 
Saccharomyces cerevisiae já é bem conhecida. Por sua vez, a fração 
hemicelulósica (20-40%), em geral, é constituída de uma cadeia principal de 
xilose (ligações β-1,4) (BNDES, 2008). 
A lignina, depois da celulose, é a macromolécula mais abundante dentre 
as biomassas lignocelulósicas. É um heteropolímero amorfo que consiste em 
três diferentes unidades de fenilpropanos: álcool p-cumarílico, álcool coferílico 
e álcool sinapílico. A estrutura da lignina não é homogênea, possui regiões 
amorfas e estruturas globulares. A composição e a organização dos 
constituintes da lignina variam de uma espécie para outra, dependendo da 
matriz de celulose-hemicelulose (FENGEL e WEGENER, 1989; SANTOS et al., 
2012). 
 
3.3. Hidrólise Enzimática do material lignocelulósico 
 
 
O processo de conversão da biomassa lignocelulósica em açúcares 
fermentáveis para a produção de etanol celulósico envolve quatro etapas: (I) 
pré-tratamento, para romper a estrutura cristalina da celulose (II) hidrólise 
enzimática, para hidrolisar os polissacarídeos em açúcares fermentescíveis; 
(III) fermentação, para converter os açúcares em etanol e a (IV) destilação, que 
visa à separação de componentes de uma mistura, de acordo com a 
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volatilidade  relativa  dos  componentes  (SANTOS;  COLODETTE;  QUEIROZ, 
2013). O principal objetivo do pré-tratamento é solubilizar ou separar um ou 
mais componentes da biomassa fazendo com que o sólido resultante seja mais 
acessível para um tratamento adicional quer seja esse químico ou biológico 
(SARKAR et al., 2012). Sem o pré-tratamento a hidrólise biológica da celulose 
na sua forma natural, não só consumiria grande quantidade de enzimas, como 
também diminuiria o rendimento do processo (HAGHIGHI MOOD et al., 2013). 
Devido à natureza recalcitrante da biomassa, a hidrólise enzimática é 
muito lenta e é difícil atingir elevados rendimentos em açúcar se a biomassa 
não for previamente pré-tratada. O pré-tratamento é provavelmente a etapa 
crucial, uma vez que tem forte impacto em todas as outras etapas do processo, 
por exemplo, na hidrólise enzimática e na fermentação, em termos de 
digestibilidade da celulose e toxicidade da fermentação (GALBE; ZACCHI, 
2002). 
Um pré-tratamento ideal deve ter características como: aumentar a 
fração celulose amorfa que é mais sensível ao ataque enzimático; evitar a 
formação de inibidores para a hidrólise enzimática e a fermentação; ter baixa 
demanda energética; ter baixo custo para produção de reatores de pré- 
tratamento; produzir poucos resíduos; usar poucos reagentes ou reagentes de 
baixo valor (BALAT, 2011; GALBE; ZACCHI, 2012). 
Após o pré-tratamento, a biomassa é sacarificada pela ação de enzimas 
(celulases) altamente específicas que reduzem os complexos carboidratos em 
açúcares evitando a degradação da glicose (BALAT, 2011). A hidrólise 
enzimática é preferida à hidrólise ácida, porque requer menos energia, não 
apresenta problemas de corrosão e é conduzida em condições brandas (pH: 
4,8 e T: 45-50ºC) (SUN e CHENG, 2002; SARKAR et al., 2012). Almeida 
(2009) define a hidrólise enzimática como sendo uma reação química, em meio 
aquoso, para a quebra de uma molécula em frações menores catalisada por 
enzimas. 
As celulases são uma mistura de enzimas, onde pelo menos três grupos 
principais estão envolvidos na hidrólise: (1) Endoglicanases (EG, endo-1,4-β-D- 
glicanases, ou EC 3.2.1.4), que quebram aleatoriamente sítios internos e 
amorfos (ou de baixa cristalinidade) da cadeia polissacarídica da celulose, 
gerando oligossacarídeos de vários comprimentos e, portanto, novos extremos 
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de cadeia. (2) Exoglicanases ou celobiohidrolases (CBHI, exo-1,4-β-D-
glicosidase, EC. 3.2.1.74 conhecidas como celudextrinases e as CBHII, exo- 
1,4-β-D-glicanases, EC. 3.2.1.91), que atuam sobre as extremidades redutoras 
e não redutoras, da cadeia de polissacarídeos de celulose, liberando tanto 
glicose (CBHI) quanto celobiose (CBHII) como produtos principais. Estas 
enzimas sofrem inibição pelo seu produto de hidrólise (glicose e celobiose). (3) 
β-glicosidases (BG, celobiases ou EC. 3.2.1.21), que hidrolisam as 
celudextrinas solúveis e a celobiose em glicose (LYND et al., 2002), e também 
sofrem inibição pelo produto da hidrólise (LEE e FAN, 1983). 
Um gargalo importante na conversão de biomassa em etanol é o custo 
da hidrólise enzimática da biomassa. Embora a hidrólise enzimática tenha 
várias vantagens em relação à hidrólise ácida (tal como a redução do impacto 
ambiental e a diminuição da formação de produtos com efeito negativo sobre a 
fermentação), os custos e a eficiência deste processo, ou seja, a determinação 
das melhores condições ainda requer melhoria (OKAMOTO et al., 2011). 
Na Tabela 1 estão resumidas algumas condições de otimização da 
hidrólise enzimática utilizadas na produção de bioetanol de segunda geração a 
partir de biomassas de composição lignocelulósica. 
 
 
Tabela 1 - Referências de estudos encontrados na literatura de diversas formas de tratamento enzimático. 
 
OTIMIZAÇÃO DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
 
Autor e ano 
 
Matéria prima 
Condições da hidrólise enzimática 
pH T°C T (h) Carga enzimática 




Mendes et. al.(2012) Capim mandaru 5 – 5,5 45 – 50 72 30 FPU 200 10 
Di Cai et al., (2016) Espiga de milho 7 50 2 30celulase(FPU/g) 200 10 
Linde et al., (2006) Palha de cevada - - 20 
20celulase(FPU/g) e 25 
de β-glucosidase (Ul/g) 
- 10 
Martin et al., (2002) Bagaço-da-cana - - 8 
8,3 celulase (FPU/g) e 7,8 
de β-glucosidase (Ul/g) 
- 5 
Ping Li et al., (2016) Haste do milho 4,7 50 2 15 celulase(FPU/g) 150 10 
Santos et al., (2014) 
Palha da cana-de- 
açúcar 
4,8 50 2 15 celulase(FPU/g) 150 - 
Santos, (2014) Sabugo de milho 4,8 50 2 - 150 1 
 
Ferreira et al., (2009) 
 









±1-50  celulase  (FPU/g) e 
±1-300β-glucosidase(Ul/g) 
 
100 – 250 
 
1 
Zhang et al., (2009) Sabugo de milho - - 8 8 celulase (FPU/g)  12,50 
ZHU et al., (2010) Cavavo de Pinus 5,8 50 - 
15celulase (FPU/g) e 22,5 









A hidrólise enzimática consiste no uso de enzimas capazes de converter 
o polímero de celulose, presente na fração celulósica, em unidades 
fermentáveis de glicose. Esse processo é realizado por celulases 
(endoglucanase e exoglucanase), que quebram a celulose em celobiose, que, 
por fim, são convertidas em duas moléculas de glicose pela β-glucosidase. 
Esse processo apresenta especificidade da reação, ausência de reações 
secundárias, ausência de formação de produtos secundários (inibidores da 
fermentação alcoólica) e reação em condições que não requerem altas 
pressões e temperaturas, ou ambientes corrosivos para os equipamentos 
(BASTOS, 2007). 
 
3.3.1. Fatores que interferem na hidrólise enzimática 
 
 
A hidrólise enzimática é uma das rotas utilizadas para aumentar a 
eficiência do pré-tratamento. Enzimas tais como celulases, sintetizadas por 
fungos e bactéria, trabalham em conjunto para degradar a celulose e outros 
polissacarídeos estruturais na biomassa. Muitos fatores podem afetar a 
hidrólise enzimática da celulose, como por exemplo, a concentração de 
substrato, a atividade da celulase e as condições da reação (temperatura, pH, 
bem como outros parâmetros). Para melhorar o rendimento e a taxa de 
hidrólise, é necessário otimizar o processo e reforçar a atividade das celulases 
(SUN; CHENG, 2002). 
Os fatores que afetam a hidrólise enzimática da celulose incluem o 
substrato, a atividade da celulase e condições de reação (temperatura, pH, 
bem como outros parâmetros). A susceptibilidade dos substratos celulolíticos 
dependentes das características estruturais do substrato incluindo a 
cristalinidade da celulose, grau de polimerização da celulose, a área de 
superfície e conteúdo de lignina. A lignina interfere na hidrólise, bloqueando o 
acesso das celulases a celulose e pela ligação irreversível das enzimas 
hidrolíticas. Portanto, a remoção da lignina pode dramaticamente aumentar a 
taxa da hidrólise (BORTOLAZZO, 2011; McMILLIAN, 1994). 
Essa etapa é considerada de grande potencialidade, uma vez que 
proporciona maiores rendimentos, é realizada sob pressão ambiente e 
temperaturas moderadas, (50-60°C), não forma subprodutos indesejáveis e 
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ainda possibilita a utilização de técnicas avançadas de biotecnologia para sua 
otimização. No entanto, ainda enfrenta vários gargalos tecnológicos. O principal 
deles é o elevado custo das enzimas utilizadas no processo (RODRIGUES, 
2009). 
A relação entre fatores estruturais reflete a complexidade da 
recalcitrância da biomassa lignocelulósica. A variabilidade dessas 
características explica o grau de digestibilidade enzimática entre diferentes 
fontes de biomassa (SANTOS et al.,2012; ZHENG et al.,2009). 
Subhedar e Gogate (2013); Kim et al., (2011), relatam que outra 
limitação no uso de celulase é que há uma redução nas taxas devido à inibição 
do produto final (Celobiose e glicose). Os inibidores solúveis formados durante 
o processamento de lignocelulose também atua como uma barreira. Estes 
inibidores incluem açúcares solúveis, ácidos orgânicos, furanos, e compostos 
fenólicos. Esses inibidores causam a desativação da celulase, reduzindo a taxa 
e o rendimento da hidrólise de celulose. 
 
3.4. Inibidores e seus efeitos 
 
 
O sucesso da fermentação de hidrolisados lenhocelulósicos depende do 
equilíbrio entre a formação de compostos inibitórios e a capacidade de 
desintoxicação, (in vivo), das células de levedura. Assim sendo, é fundamental 
perceber o efeito dos compostos inibitórios na fisiologia das células, devendo, 
para tal, utilizar-se estratégias de controle da fermentação que não 
comprometam o rendimento do processo (Lopes da Silva et al., 2012). 
Um dos inibidores da fermentação alcoólica que se forma a partir da 
degradação de hexoses (monossacáridos como a manose, a galactose e a 
glucose), provenientes de hemicelulose e celulose, durante o pré-tratamento e 
hidrólise da biomassa lenhocelulósica é um aldeído furano designado 5- 
hidroximetilfurfural. Da sua estrutura molecular fazem parte um anel furano, um 





Figura 1 - Estrutura molecular do 5-Hidroximetilfurfural (C6H6O3). 
(Fonte: Almeida et al., 2007) 
 
 
tem sido associado ao processamento térmico. Alguns estudos já realizados 
demonstram o efeito inibidor do HMF sobre o crescimento celular de C. 
beijerinckii P260 em experiências realizadas com hidrolisado de palha de trigo 
(Qureshi et al., 2011). Outro estudo relata o efeito do furfural, HMF e ácido 
acético em estirpes microbianas indígenas isoladas para produção de bioetanol 
(Wikandari et al., 2010). 
Barbosa (2016) utilizando a rama de batata-de-doce observou que nas 
mais severas condições experimentais testadas é possível obter a total 
solubilização das arabinanas e bom rendimento de glicose e xilose, não 
ocorrendo formação excessiva de inibidores. 
 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1. Local  do experimento e   obtenção  da  rama-de-batata para 
produção de etanol lignocelulósicos 
 
Neste experimento foram utilizadas ramas de batata-doce industrial, 
cultivar Duda, catalogada como BDI-112. Os procedimentos foram realizados 
no LABIC – Laboratório de Instrumentalização científica. 
A cultivar selecionada para a produção de etanol lignocelulósicos foi 
cedidas pelo Laboratório de Sistemas de Produção de Energia a partir de 
Fontes Renováveis (LASPER), localizado na Estação Experimental/UFT, na 
cidade de Palmas, TO, coletadas no mês de junho de 2016. 
Duda se destaca das demais cultivares devido à sua produtividade de 
65,5 t/ha, um teor de matéria seca de 40,4(v/v) o que pode gerar um 
rendimento de até 161,04 litros de etanol, por tonelada de raiz, o que resulta 
sendo a mais produtiva para indústria, nas condições do Tocantins. Esta 
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apresenta como características, uma película externa roxa, polpa branca, 
formato irregular, alongado, redondo e muito desuniforme, apresentando 
também uma resistência a insetos do solo. 
Esse material, após seco em estufa com circulação de ar a 60°C, por 48 
horas, foi moído em passado em peneira de 30 mesh, separado em frascos de 
vidro hermeticamente fechados e armazenados para realização do pré- 
tratamento (Figura 2a, 2b e 2c). 
 
a)                 b)  
c)    
Figura 2a, 2b e 2C - Biomassa de batata-doce seca em estufa (a) e 
triturada em moinho de facas (b) e armazenados em fracos de vidro (c) 





4.2. Fluxograma Experimental 
 
 
Neste trabalho foi aplicado o pré-tratamento com ácido diluído da rama- 
de-batata conforme Barbosa (2016). Após essa etapa, as amostras foram 
submetidas à hidrólise enzimática sob diversas condições operacionais. A 
figura 3 sintetiza, em um fluxograma, todas as etapas envolvidas na parte 

















Figura 3- Fluxograma do procedimento experimental 
Fonte: Do autor (2017). 
 
 
4.3. Determinações analíticas 
 
 
As determinações do teor de cinzas, lignina solúvel e insolúvel, açúcares 
e inibidores, na matéria-prima e no hidrolisado foram feitas em duplicatas, 
utilizando a metodologia descrita por Barbosa (2016), adaptada por SLUITER 
et al. (2008). 
Sacarificação 
enzimática 
Quantificação de celulose, 
hemicelulose, cinzas, lignina 






4.3.1. Determinações do conteúdo de cinzas 
 
 
Para determinação de cinzas foi pesado 1g da biomassa, em cadinho de 
porcelana, previamente calcinado em balança analítica previamente zerada. A 
amostra foi aquecida em forno mufla a 300°C, por uma hora, e posteriormente 
a temperatura foi elevada para 550°C, durante 3 horas. Após este período o 
cadinho foi resfriado em dessecador e, em seguida, foi pesado para realizar-se 
o cálculo do conteúdo de cinzas na biomassa, por diferença de pesagens. 
 
4.3.2. Caracterização química da Rama-de-batata 
 
 
A caracterização da rama foi feita por meio de uma hidrólise em duas 
etapas. Primeiramente, foram pesados 0,3g da rama-de-batata e adicionado 3 
mL de ácido sulfúrico, à 72%(v/v), em um tubos de ensaio. Os tubos foram 
aquecidos a 30°C, por 1hora, sendo que a cada 10 minutos foram 
homogeneizados. Terminadas as reações, foram resfriados em banho gelado. 
Em seguida, o conteúdo do tubo foi transferido para um frasco de vidro e 
aquecido em autoclave, a 120°C, por uma hora. Após a hidrólise o conteúdo do 
frasco foi filtrado em papel filtro qualitativo, e a balança previamente zerada 
quando uma alíquota do filtrado foi retirada para análise de carboidratos, 
inibidores e lignina solúvel. O resíduo que permaneceu no filtro foi neutralizado 
com lavagens sucessivas, usando-se 3 litros de água deionizada e, depois de 
neutralizado, o filtro foi seco em estufa a 105°C, e posteriormente pesado e ma 
balança analítica. O conteúdo de lignina insolúvel foi calculado pela diferença 
entre o peso do resíduo insolúvel que permaneceu no papel filtro e o conteúdo 
de cinzas da biomassa. 
 
4.3.3. Lignina Solúvel 
 
 
Para a obtenção do teor de lignina solúvel foi recolhida uma amostra de 
100 µl do hidrolisado do licor, colocada em um balão volumétrico de 50 ml, 
completando-se o volume com água deionizada. Em seguida fez-se a medição 
do teor de lignina no comprimento de onda de 280 nm, em um 
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espectrofotômetro UV-visível (HACH modelo DR 5000). A porcentagem de 
lignina foi calculada conforme a sequencia das equações 1, 2, 3. 
 
Clignina solúvel = ((41,87 x (AT – APD) – 0,3279) x 10-3 Equação (1) 








 AT é a absorbância de lignina junto com os produtos de degradação, a 
280 nm; 
 
 APD é a absorbância, a 280 nm, dos produtos de decomposição dos 
açúcares (furfural e HMF), calculado por meio da equação 2, cujas 
concentrações C1 e C2 foram determinadas via CLAE, e ε1 e ε2 são as 
absortividades de furfural e HMF (146,85 e 114 g/L respectivamente); 
 
 Clignina solúvel é a concentração de lignina solúvel obtida por meio da 
equação 1, em g/L; 
 
 Vfiltrado é o volume do hidrolisado filtrado; 
 
 FD é o fator de diluição para leitura de absorbância; 
 
 M1 é a massa (g) das ramas utilizadas na caracterização, descontando- 
se o teor de umidade. 
 
4.3.4. Carboidratos e ácido acético 
 
 
A análise cromatográfica dos carboidratos e do ácido acético foi 
realizada em um cromatógrafo líquido de alta eficiência, marca Shimadzu (LC- 
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10Series Avp desgaseificador DGU-14A, integrador CLASS LC-10), com 
eluição isocrática, pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase móvel composta 
de 5mM de ácido sulfúrico, em água ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo 
do eluente foi de 0,6 mL/min, a 30°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida 
de tempo total de 20 minutos. A detecção se deu em detector de índice de 
refração (Shimadzu, modeloRID-10A). Uma alíquota de 20,0 μl da amostra foi 
injetada manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma 
coluna Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm), com 
conexão direta a cartucho de segurança Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm), 
preenchido com material semelhante ao da coluna principal. 
A Tabela 2 mostra a relação dos padrões para construção da curva de 
calibração, que gerou uma equação utilizada para calcular as concentrações. 
 
Tabela 2 - Padrões de carboidratos 
 
Padrões Fabricante Pureza 
 
Arabinose Sigma-Aldrich ≥ 99% 
Celobiose Sigma-Aldrich ≥ 98% 
Glicose Sigma-Aldrich ≥ 99% 
Xilose Sigma-Aldrich ≥ 99% 
Ácido acético Sigma-Aldrich ≥ 87% 
 
 
4.3.5. Hidroximetilfurfural (HMF) e Furfural 
 
 
A determinação do HMF e do furfural foi realizada utilizando-se coluna 
Phenomenex Luna C18 5µ (2) (250 x 4,6 mm) e pré-coluna Phenomenex C18 
(4 x 3,0 mm) preenchida com material semelhante ao da coluna principal. O 
fluxo do eluente foi de 1mL/min, a 30°C, com corrida de tempo total de 15 
minutos. A eluição foi isocrática com uma solução de acetonitrila/água (1:8 com 
1% de ácido acético) o detector foi UV (SPD-10A) com comprimento de onda a 
276 nm. As concentrações destes compostos foram calculadas a partir de 
curvas de calibração obtidas de soluções padrão conforme a Tabela 3. 
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Tabela 3- Padrões de inibidores 
 








4.3.6. Quanticação das frações de polissacarídeos (celulose, 
hemicelulose e lignina) na rama de batata-doce 
 
Para a realização do cálculo do conteúdo de polissacarídeos na matéria- 
prima foram utilizadas as concentrações de monômeros e de inibidores 
provenientes da determinação em CLAE e da determinação de lignina solúvel e 
insolúvel conforme equações 4, 5, e 6: 
 
Ccelulose= 0,95*CCelobiose+0,90*Cglicose+1,29*CHMF Equação (4) 
CHemicelulose=0,88*Cxilose+0,88*CArabinose+1,38*CFurfural+0,70*CÁc.Acétic Equação (5) 





 Ccelulose é a concentração de celulose em (g/L); 
 
 Ccelobiose é a concentração de celobiose em (g/L); 
 
 Cglicose é a concentração de glicose em (g/L); 
 
 CHMF é a concentração de hidroximeltilfurfural em (g/L); 
 Chemicelulose é a concentração de hemicelulose em (g/L); 
 
 Cxlose é a concentração de xilose em (g/L); 
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 CArabinose é a concentração de arabinose em (g/L); 
 
 CFurfural é a concentração de furfural em (g/L); 
 
 Clignina é a concentração de lignina em (g/L); 
 
 Clignina solúvel é a concentração de lignina solúvel em (g/L); 
 
 Clignina insolúvel é a concentração de lignina insolúvel em (g/L); 
 
4.3.7. Pré-tratamento com ácido sulfúrico diluído 
 
 
Para o processo de pré-tratamento, pesou-se 3g e verificou-se a 
umidade de cada frasco de vidro hermeticamente fechado em balança de 
umidade e, através da carga de sólidos 8% (m/m), obteve-se a massa desejada 
a ser pesada e o volume da solução ácida a ser utilizado. 
As ramas trituradas conforme item 4.1 foram então submetidas ao pré- 
tratamento químico com ácido sulfúrico 4% (v/v) realizado em frascos de vidro 
de 250 mL, aquecidos em estufa a 105ºC, por 75 minutos, e depois resfriados 
em banho gelado (4ºC) para finalização da reação (figura 4). 
 
Figura 4 - Pré-tratamento das ramas de batata-doce com ácido diluído. 
Fonte: Do autor (2017). 
 
 
Após o término da reação, as amostras hidrolisadas foram lavadas com 
água destilada (temperatura ambiente) e a hidrolisada foi fracionada em 
peneiras com malha n° 450. As frações líquidas (licor) foram armazenadas em 
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frascos âmbar e refrigeradas a 4°C até realização das análises. A parte sólida 
foi lavada com água destilada e posta para secagem em estufa a 105°C, por 24 
horas. 
 
4.3.8. Sacarificação enzimática 
 
 
As preparações enzimáticas empregadas para sacarificação dos 
substratos foram diluídas (na proporção de 1:10, em base seca),em uma 
solução de tampão 0,1M, pH 5. Durante o experimento foram avaliados os 
efeitos da temperatura, tempo e carga enzimática. Em seguida, as amostras 
foram incubadas e colocadas em banho-maria a 100°C inativando as enzimas. 
As amostras foram então centrifugadas, e em seguida retirado o sobrenadante 
para determinação de açucares (glicose, xilose, arabinose, furfural e HMF) por 
meio da técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 
Para a realização dos experimentos de hidrólise enzimática, utilizou-se 
o complexo enzimático comercial Cellic Cetec2 (Novozymes), cedida pelo 
LAPEQ - Laboratório de Pesquisa em Química Ambiental e de Biocombustíveis 
da UFT. A tabela a seguir demostra a melhor estabilidade operacional de 
acordo com o catálogo do fabricante. 
 
Tabela 4 - Enzima cellic cetec2 
 
ESTABILIDADE OPERACIONAL DA ENZIMA 
COMPOSIÇÃO celulases, β-glicosidase e hemicelulase 
TEMPERATURA (°C) 45 a 50 
pH 5 a 5,5 
 
4.3.9. Otimização da hidrólise enzimática 
 
 
A otimização da hidrólise enzimática dos substratos foi realizada de 
acordo com o delineamento experimental do tipo composto central, 
desenvolvido a partir de um planejamento envolvendo três variáveis, em dois 
níveis, e duas repetições no ponto central. Nesse experimento foram avaliados 
os efeitos da temperatura, da carga enzimática e do tempo. O delineamento 
completo é demonstrado na Tabela 5. 
39  
As respostas usadas para o experimento foram as concentrações de 
glicose, xilose, arabinose, furfural e HMF no hidrolisado. 
 
Tabela 5 - Variáveis do planejamento composto central. 
 
ENSAIO TEMPO(h) CARGA ENZIMÁTICA(μL) TEMPERATURA(C°) 
1 24 20 30 
2 24 20 50 
3 24 120 30 
4 24 120 50 
5 72 20 30 
6 72 20 50 
7 72 120 30 
8 72 120 50 
9 48 30 40 
10 24 30 40 
11 72 30 40 
12 48 20 40 
13 48 120 40 
14 48 30 30 
15 48 30 50 
16 48 30 40 
17 24 20 30 
18 24 20 50 
19 24 120 30 
20 24 120 50 
21 72 20 30 
22 72 20 50 
23 72 120 30 
24 72 120 50 
25 48 30 40 
26 24 30 40 
27 72 30 40 
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28 48 20 40 
29 48 120 40 
30 48 30 30 
31 48 30 50 
32 48 30 40 
 
4.3.10. Análise estatística dos resultados 
 
 
A análise estatística do planejamento experimental completo – DCC 
(Delineamento Composto Central), da hidrólise enzimática, foi realizada com 
dados experimentais e utilizando-se o software Statistica® v.12.0, onde foram 
investigadas as seguintes variáveis: temperatura, tempo e carga enzimática. 
Para essa análise, foram avaliadas as respostas: concentrações de glicose, 
xilose, arabinose, ácido acético, furfural e HMF. 
Foi determinada uma condição de hidrólise enzimática que possibilitasse 
as seguintes características desejáveis: alta liberação de glicose e baixa 
concentração de compostos inibidores. Com este propósito, um planejamento 
experimental completo foi realizado investigando-se as seguintes variáveis: 
tempo, carga enzimática e temperatura. Nas preparações enzimáticas foram 
avaliados os efeitos das variáveis de acordo com referências de estudos 
encontrados na literatura como mostrado na Tabela 1. 
O efeito da aplicação de diferentes tempos, carga enzimática e 
temperaturas da hidrólise enzimática foi estudado por meio de um 
planejamento composto central (DCC) de faces centradas, contendo 2 níveis e 
3 fatores, com 2 repetições nos pontos centrais. As faixas de variação entre o 
limite inferior e o superior de cada variável independente, foram estabelecidas 
de acordo com os dados mais comumente utilizados pelos autores 
referenciados na Tabela 1. 
 
4.3.11. Estimativa da produção de etanol 
 
 
Segundo Finguerut e colaboradores (1985), a estimativa do rendimento 
de processo fermentativo se deu de forma estequiométrica pela aplicação da 
equação de Gay – Lussac que, para efeito de cálculo, considera que cada 100 
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Kg de Açúcar Redutor Total (expressos em glicose) fermentado, produzem-se 
51,1 Kg de etanol. 
 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1. Caracterização da matéria-prima 
 
 
A Tabela 6 apresenta os resultados da composição química da 
biomassa empregada no presente trabalho, comparados a outros tipos de 
biomassa. 
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Os resultados mostram que a variedade de rama de batata-doce 
analisada apresentou 48,29% de celulose, 18,74% de hemicelulose, 27,10% de 
lignina total, 4,77% cinzas e 1,1% extrativos. 
O alto teor de celulose comparado com os dados citados na literatura, 
por exemplo, com o bagaço da cana-de-açúcar, palha de milho, palha do arroz, 
palha do trigo (Fuentes et al., 2011; Yi et al., 2013; Hsu et al., 2010 e 
Kristensen et al., 2007), indica que esse material apresenta grande potencial 
2011.) 
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para conversão enzimática, consistindo numa boa opção para utilização na 
produção de etanol de segunda geração. Os resultados obtidos, comparados 
com os do trabalho descrito por Barbosa (2016), que utilizou essa mesma 
biomassa, demostraram que os valores encontrados para celulose, 
hemicelulose, lignina e cinzas foram respectivamente: 46,40%, 19,28%, 
19,16% e 6,88%, e estão equivalente. 
 
5.2. DETERMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES DA OTIMIZAÇÃO DA 
HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
 
A Tabela 7 mostra os valores obtidos após hidrólise enzimática das 
ramas da batata-doce, para os monossacarídeos glicose, xilose, arabinose e 

















Tabela 7 - Combinações das variáveis tempo, carga e temperatura para obtenção dos açucares fermentescíveis 




1 24 210 30 3,58 0,13 0,22 1,38 
2 24 210 50 0,7 4,14 0,63 1,44 
3 24 30 30 3,58 7,84 1,34 1,47 
4 24 30 50 4,1 9,16 0,47 1,71 
5 72 210 30 1,19 6,69 1,09 1,39 
6 72 210 50 0,52 3,04 0,47 1,52 
7 72 30 30 3,31 8,82 1,89 1,64 
8 72 30 50 4,2 8,41 1,22 1,67 
9 48 120 40 0,98 5,56 0,95 1,4 
10 24 120 40 1,23 6,03 0,95 1,35 
11 72 120 40 0,96 5,89 0,99 1,46 
12 48 210 40 0,87 6,27 0,91 1,43 
13 48 30 40 4,04 7,81 1,22 1,47 
14 48 120 30 1,06 5,98 0,97 1,44 
15 48 120 50 0,78 5,4 0,84 1,51 
16 48 120 40 1,02 6,56 1,01 1,41 
17 24 210 30 1,11 4,93 0,88 1,49 
18 24 210 50 0,74 5,18 0,69 1,39 
19 24 30 30 0,57 6,9 1,48 1,45 
20 24 30 50 2,18 7,19 1,34 1,45 
21 72 210 30 1,15 6,88 1,13 1,52 
22 72 210 50 0,67 5,81 0,8 1,45 
*itens referenciados fazem alusão aos ótimos rendimentos obtidos nas condições parametrizadas 
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Continuação da tabela 7: Combinações das variáveis tempo, carga e temperatura para obtenção dos açucares 

















23 72 30 30 3,63 11,97 2,29 2,1 
24 72 30 50 2,89 7,63 1,17 1,44 
25 48 120 40 1,01 5,77 0,95 1,37 
26 24 120 40 1,21 7,09 1,04 1,42 
27 72 120 40 1,2 7,35 1,29 1,45 
28 48 210 40 0,89 7,49 1 1,55 
29 48 30 40 2,06 8,15 1,56 1,53 
30 48 120 30 1,2 6,61 1,05 1,49 
31 48 120 50 1,01 6,73 1 1,51 
32 48 120 40 0,92 7,06 1,03 1,44 
*itens referenciados fazem alusão aos ótimos rendimentos obtidos nas condições parametrizadas 
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Observando os dados, pode-se verificar que os maiores valores de 
rendimento foram: ensaio 8 celobiose (4,20g/L), ensaio 23 glicose (11,97g/L) e 
ensaio 23 xilose (2,29 g/L), isso se dando quando os tratamentos aplicados 
foram de 72h, 30FPU, 30 °C; 72h, 30FPU, 30°C e 72h, 30FPU, 30°C, 
respectivamente. É importante ressaltar que os rendimentos de glicose obtidos 
foram altos quando comparados, por exemplo, aos obtidos com: capim elefante 
7,11g/L (Siqueira et al., 2016), Sabugo de milho 6,1 a 8,7g/L (Santos et al., 
2014). Tal diferença se deve a fatores que podem afetar a hidrólise enzimática 
da celulose, como por exemplo, o procedimento utilizado para o pré-tratamento 
do material (Agbor et al., 2011; Sun & Cheng, 2002 e Zúñiga, 2010), da 
concentração de substrato, da atividade da celulase e das condições da 
reação, como temperatura, pH, bem como outros parâmetros (Sun & Cheng, 
2002). Barbosa (2016), utilizando as mesmas condições, encontrou 12,63g/L 
de glicose, 5,01g/L de xilose, valores análogos aos encontrados nesta 
pesquisa. 
 
5.3. Análise estatística 
 
 
Pela metodologia de planejamento de experimentos verificou-se os 
efeitos significativos, bem como as interações entre as variáveis avaliadas 
(tempo, carga enzimática e temperatura), que influenciaram nas concentrações 
dos açúcares e ácido acético, encontradas no hidrolisado da rama de batata- 
doce provenientes da hidrólise ácida diluída deste resíduo. 
 
5.4. Modelagem da variável celobiose 
 
 
O gráfico 1 representa podemos visualizar graficamente a influência das 
condições do modelo matemático na concentração de celobiose da hidrólise 
enzimática, a longitude de cada barra é proporcional ao efeito padronizado, que 
é o efeito estimado dividido pelo seu erro padrão. Os termos lineares estão 
associados à letra “L” e os termos quadráticos a letra “Q”, e os dados 
demonstram os resultados da avaliação estatística para a variável, em que 








A partir das variáveis significativas neste experimento, aplicou-se a 
geração de um modelo matemático que se segue abaixo: 
 




Rodrigues e Iemma (2014) relatam que diante da grande variabilidade  
que existe nos bioprocessos que envolvem as enzimas, pode-se considerar 
inicialmente significativos os parâmetros com p – valores menores que 5%, 
caso não haja significância desejada entre as variáveis estudadas, ou optar por 
parâmetros com p-valores menores que 10%. A partir disso, observa-se que as 
condições que mais tiveram influência nesta resposta foram carga(L), carga (Q) 
e a interação da carga x temperatura (L). Os valores descritos são significativos 
a um intervalo de confiança de 95 representado no gráfico. 
Efetuou-se uma análise de variância (ANOVA) (p<0,05) do modelo 
reparametrizado devido à significância das variáveis encontradas, que está 
p=,05 
,0351584 1Lby3L 
,0473257 TEMPERATURA (°C)(Q) 
,1886796 (1)TEMPO (h)(L) 
,417348 TEMPO (h)(Q) 
-,678723 (3)TEMPERATURA (°C)(L) 
-1,81652 1Lby2L 
-1,95715 2Lby3L 
2,610571 CARGA ENZIMÁTICA (FPU)(Q) 




apresentada na Tabela 9, que mostra as condições propostas para a 
modelagem da resposta de celobiose. 
 
Tabela 8 - Análise de variância para a variável celobiose 
 











Onde, SQ= Soma Quadrática, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadrática, F= F 
Calculado, P= Probabilidade. 
 
Como pode-se verificar, o modelo foi considerado significativo (p-valor 
<0,05), podendo ser utilizado para representar os dados reais do experimento. 
Além disso, a falta de ajuste não foi significativa o que é bom, pois simboliza 
que o modelo se ajusta aos dados experimentais, podendo gerar a curva de 
contorno e o gráfico de superfície de resposta. 
Uma das formas de avaliar a qualidade da falta de ajuste do modelo 
reparametrizado é por meio do coeficiente de determinação R2, que mostra 
como os dados obtidos se ajustam ao modelo. O coeficiente fornece uma 
medida da proporção da variação explicada pela equação de regressão em 
relação à variação total das respostas (WERKEMA e AGUIAR, 2006). 
O valor obtido para o R2 foi de 0,64075, demonstrando o quanto é capaz 
de explicar o resultado encontrado na resposta (celobiose), indicando assim 
que 65,07% da variabilidade na resposta podem ser explicadas pelo modelo. 
Este valor é considerado satisfatório para obtenção de um modelo válido e útil 
para fins preditivos, quando podemos verificar na falta de ajuste que esta não 
foi significativa, validando, portanto, o modelo. 
De acordo com Rodrigues e Iemma (2014), a magnitude do coeficiente 
pode fornecer informações importantes para a formulação de interpretações 
sobre o experimento. No entanto, outros parâmetros, como a falta de ajuste, 
podem complementar as discussões. 
A falta de ajuste é explicada devido ao fato de que o quadrado médio do 
erro puro apresenta um valor muito inferior ao quadrado médio da falta de 
 calculado  
CARGA (L) 18,31698 1 18,31698 25,15759 0,000106 
CARGA (Q) 8,27925 1 8,27925 11,37120 0,003620 
CARGA(L) x TEMPERATURA(L) 2,78890 1 2,78890 3,83043 0,066957 
Falta de ajuste 4,09754 11 0,37250 0,51162 0,869878 
Error 12,37753 17 0,72809   
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ajuste, devido à boa repetição dos ensaios (CASARIN et al., 2016; RIBEIRO et. 
al., 2008). 
Os resultados obtidos proporcionaram a geração de um gráfico de 































Gráfico 2- Superfície de resposta para avaliação da celobiose em função 
da temperatura e carga enzimática 
A elevação do plano nas superfícies de resposta mostrada confirma a 
influência da interação entre os fatores carga e temperatura. A avaliação da 
celobiose no gráfico 2 mostra que a temperatura exerceu influência no 
processo, obtendo-se maior conversão de celobiose para a temperatura de 
50ºC, mantendo-se a otimização do processo. O oposto é observado na zona 
em verde e nota-se que na carga enzimática de (60FPU-210FPU) uma menor 
conversão de celobiose foi obtida, independentemente do tempo utilizado. 
Houve maior concentração de celobiose no ensaio 8 (4,2 g/L), quando o 
tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 50ºC, o qual representou a maior 
liberação de celobiose após a hidrólise. O ensaio 6 apresentou menor liberação 
desse monômero de açúcar, com 0,52 g/L em 72h, 210FPU e 50°C. Podemos 
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verificar que houve saturação enzimática com o material lignocelulósicos, onde 
as enzimas se ligaram às moléculas do material lignocelulósico em um sítio de 
ligação provocando a saturação enzimática (SOUZA, 2016). Os produtos 
obtidos pela ação da enzima na celulose são glicose e celobiose, e conforme 
as concentrações desses monômeros no meio aumentam, as atividades das 
celulases são inibidas (SUN; CHENG, 2002; FERREIRA, 2015), explicando, 
portanto o resultado obtido. 
 
5.5. Modelagem da variável glicose 
 
 
O gráfico 3 permite visualizar o efeito padronizado em que os valores são 
significativos a um intervalo de confiança de 95%. Observa-se que as 
influências das condições do modelo matemático na concentração de glicose 
no hidrolisado, que mais tiveram influência nesta resposta foram: o tempo 
linear, a carga linear e a interação do tempo x temperatura. 
Gráfico 4- Efeito do tempo, carga e da temperatura da hidrólise 
enzimática. 
Os resultados obtidos proporcionaram a geração de um modelo 
matemático como segue: 
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Encontrado o modelo reparametrizado, e a partir das variáveis 
significativas, efetuou-se uma análise de variância (ANOVA), apresentada na 
Tabela 8, para averiguar a significância e falta de ajuste do modelo 
reparametrizado gerado. Os termos em negritos foram significantes e o modelo 
foi considerado significativo (p-valor <0,05) podendo ser utilizado para 
representar os dados reais do experimento. 
 
Tabela 9 - Análise de variância para a variável glicose. 
 
FONTE DE VARIAÇÃO SQ GL MQ F Calculado P 
TEMPO(L) 9,6605 1 9,66050 5,75562 0,028178 
CARGA (L) 55,5111 1 55,51112 33,07293 0,000024 
TEMPO(L) x TEMPERATURA(L) 14,7072 1 14,70723 8,76241 0,008768 
Falta de ajuste 14,5288 11 1,32080 0,78692 0,650411 
Error 28,5336 17 1,67845   
Total SS 122,9412 31    
Onde, SQ= Soma Quadrática, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadrática, F= F 
Calculado, P= Probabilidade. 
 
O valor obtido para o R2 foi de 0,64973, indicando assim que 64,97% da 
variabilidade da resposta foram considerados satisfatórios para obtenção de 
um modelo válido e útil para fins preditivos; além disso, a falta de ajuste não foi 
significativa, simbolizando que o modelo se ajusta aos dados experimentais, 
justificado pela falta de ajuste que está em destaque na tabela 8. 
Os resultados proporcionaram a geração de um gráfico de superfície de 
resposta (gráficos 5). A inclinação do plano no gráfico 5 confirma a influência 
dos fatores tempo(L) e carga enzimática(L). Pelo gráfico, fica claro que o uso 
máximo de tempo e mínimo de carga no experimento está diretamente 
relacionado com a máxima concentração de glicose. 
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Gráfico 5 - Superfície de resposta para avaliação da glicose em função 
do tempo e da carga enzimática. 
 
 
Observa-se que quando são aplicadas cargas enzimáticas mais baixas, 
tem-se a maior conversão de glicose. O oposto é observado quando foi 
aplicada carga enzimática mais alta verificou-se que houve menor conversão 
de glicose. Assim como na celobiose, a glicose tem concentrações influenciada 
pelos fatores carga(L), mas ao contrário da celobiose o fator tempo foi 
relevante na resposta glicose. 
Tendo-se em vista a análise do planejamento experimental mostrado na 
Tabela 7, a maior concentração da hidrólise enzimática foi no ensaio 23 (11,97 
g/L), quando o tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 30ºC, o qual 
representa a maior liberação de glicose após a hidrólise. O ensaio 1  
apresentou menor liberação desse monômero de açúcar, com 0,13 g/L em 24h, 
210FPU e 30°C. É possível observar que as melhores concentrações foram 
encontradas na região próxima a tonalidade vermelha, onde a carga enzimática 
foi de 30 a 60 PFU. 
Como regra geral, a conversão do substrato aumenta com o aumento da 
concentração enzimática, entretanto, essa relação não é linear (GODFREY e 
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WEST, 1996; SATTLER et al.,1989). A hidrólise da celulose se diferencia das 
outras reações enzimáticas por ser uma reação heterogênea e, para garantir 
que a reação ocorra, o contato físico entre enzima e substrato, promovendo a 
adsorção das enzimas ao substrato, é um pré-requisito para a hidrólise 
(MANSFIELD et al., 1999). Em elevadas concentrações de enzima, pode 
ocorrer perda de enzimas por adsorção improdutiva no substrato ou em outros 
componentes, como a lignina (PALONEN et al., 2004). 
Castro e Pereira Jr (2010) relataram que a possibilidade de redução da 
conversão com o aumento da carga enzimática ocorrerá quando ocorre à 
saturação dos sítios da matriz do substrato pelos biocatalisadores. 
Uma das formas de melhorar o processo de sacarificação enzimática é 
minimizar os efeitos de resistência à transferência de massa externa, 
garantindo que o processo não seja limitado por este efeito. O aumento da 
concentração de substrato, a redução do tempo de residência e da carga de 
enzima, além da melhoria na atividade do complexo enzimático são fatores que 
contribuem para a viabilidade da via enzimática conforme relatarem OUYANG 
et al.,(2013). 
SOUZA (2016) afirmou que a otimização das condições de hidrólise é 
necessária para que o processo seja realizado com elevada eficiência. 
 
5.6. Modelagem da variável xilose 
 
 
O gráfico 7 possibilita visualizar a influência das condições do modelo 
matemático na concentração de xilose, na hidrólise enzimática. As que mais 
tiveram influência nesta resposta foram: carga(L), temperatura(L), o tempo(L) e 
a interação da carga x temperatura(L) e do tempo x temperatura(L). Nesse 
gráfico de Pareto (figura7), ratifica-se a influência da carga e da temperatura na 





Gráfico 6 - Efeito do tempo, carga e da temperatura da hidrólise 
enzimática. 
O valor obtido para o R2 foi de 0,74775, indicando assim que 74,77% da 
variabilidade na resposta foram considerados satisfatórios para obtenção de 
um modelo válido e preditivo, justificado pela falta de ajuste que não foi 
significativa como demostrou a ANOVA (Tabela 13). Em virtude disto, o modelo 
representou seguramente a relação entre os efeitos e as respostas (BOX et al., 
2005; MONTGOMERY, 2017). 
Os resultados obtidos proporcionaram a geração de um modelo 
matemático, como segue: 
 
Y = 1,032 + 0,164.Tempo(L) – 0,307.Carga(L) – 0,186.Temperatura(L) – 
0,121.Tempo x Temperatura(L)+0,130.Carga x Temperatura(L) 
 
A partir das variáveis significativas, por meio da reparametrização, 
efetuou-se uma análise de variância (ANOVA), que está apresentada na 
Tabela 13. Os termos em negritos foram significantes e o modelo foi 
considerado significativo (p-valor <0,05), podendo ser utilizado  para 
representar os dados reais do experimento. 
p=,05 
,1412409 TEMPO (h)(Q) 
-,895397 TEMPERATURA (°C)(Q) 
-,957955 1Lby2L 
1,203163 CARGA ENZIMÁTICA (FPU)(Q) 
-2,14714 1Lby3L 
2,279271 2Lby3L 
3,250009 (1)TEMPO (h)(L) 
-3,6538 (3)TEMPERATURA (°C)(L) 





















Tabela 10 - Análise de variância para a variável xilose 
 














Onde, SQ= Soma Quadrática, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadrática, F= F 
Calculado, P= Probabilidade. 
 
Foram gerados gráficos de superfície de resposta indicando a tendência 
do processo (Gráficos 8, 9 e 10). As inclinações dos planos confirmam as 
influências dos fatores: interação entre temperatura x carga(L) e tempo x 
temperatura(L). Os gráficos apresentam que o uso máximo de tempo e carga e 
a mínima temperatura no experimento estão diretamente relacionados com a 

















































 calculado  
TEMPO (L) 0,544500 1 0,544500 10,56256 0,004712 
CARGA (L) 1,897280 1 1,897280 36,80466 0,000013 
TEMPERATURA(L) 0,688205 1 0,688205 13,35024 0,001965 
TEMPOL x TEMPERATURA(L) 0,237656 1 0,237656 4,61021 0,046499 
CARGA(L) x TEMPERATURA(L) 0,267806 1 0,267806 5,19508 0,035838 
Falta de ajuste 0,350024 9 0,038892 0,75444 0,657610 
Error 0,876350 17 0,051550   

































































Gráfico 8- Superfície de resposta da xilose em função da temperatura e 

































Ao analisar o planejamento experimental (Tabela 7), a maior 
concentração da hidrólise enzimática foi no ensaio 23 (2,29 g/L), quando o 
tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 30ºC, o qual representa a maior 
liberação de xilose após a hidrólise. O ensaio 1 apresentou menor liberação 
desse monômero de açúcar com 0,13 g/L em 24h, 210FPU e 30°C. É possível 
observar que as melhores concentrações foram encontrados na região próxima 
a tonalidade vermelha, onde a temperatura foi menor e o tempo e carga maior. 
Os resultados apresentados demostraram que houve significância nas 
variáveis tempo e temperatura, mas a concentração de carga enzimática foi o 
fator que exerceu maior influência no processo. Por tais razões, este ponto 
será considerado na definição de uma melhor condição de planejamento para 
hidrólise enzimática. 
5.7. Modelagem da variável ácida acético. 
 
 
O gráfico 14 mostra o gráfico para a modelagem da variável dependente 
concentração de acido acético da hidrólise enzimática e o efeito significativo 
dos principais fatores na resposta. Esta resposta apresentou tempo(L) e 
carga(L) significativa. O gráfico de Pareto ratifica a influência do tempo e da 
carga na resposta. 
 

















Os resultados obtidos proporcionaram a geração de um modelo 
matemático, como segue: 
 
Y = 1,422 + 0,054.Tempo(L) – 0,068. Carga(L) 
 
 
O valor obtido para o R2 foi de 0,25962, indicando que 25,96% da 
variabilidade na resposta podem ser explicadas pelo modelo, e o Gráfico 15 
permite avaliar a condição de ajuste, a relação entre os valores observados e 
preditos pelo valor de R2 e o comportamento dos resíduos obtidos pelo modelo, 
permitindo-se obter um modelo válido e útil para fins preditivos, sendo 
observado pela falta de ajuste não significativa. A partir das variáveis 
significativas, por meio da reparametrização, efetuou-se uma análise de 























Gráfico 11- Valores observados x valores preditos 
VALORES OBSERVADOS 






























































Tabela 11 - Análise de variância para a variável ácida acética. 
 
FONTE DE VARIAÇÃO SQ GL MQ F calculado P 
TEMPO(L) 0,059405 1 0,059405 5,057011 0,038075 
CARGA (L) 0,093845 1 0,093845 7,988808 0,011639 
Falta de ajuste 0,237338 12 0,019778 1,683666 0,158615 
Error 0,199700 17 0,011747   
Total SS 0,590288 31    
Onde, SQ= Soma Quadrática, GL= Grau de Liberdade, MQ= Média Quadrática, F= F 
Calculado, P= Probabilidade. 
 
Foi gerado um gráfico de superfície de resposta indicando a tendência 





























Gráfico 12- Superfície de resposta do ácido acético em função do tempo 
da carga enzimática. 
 
 
No planejamento experimental (Tabela 7), a maior concentração de 
ácido acético da hidrólise enzimática foi no ensaio 23 (2,10 g/L), quando o 
tratamento aplicado foi de 72h, 30FPU e 30ºC. O ensaio 25 apresentou menor 
liberação desse inibidor, com 0,95 g/L em 48h, 120FPU e 40°C. É possível 
observar que nas curvas de contorno, do gráfico 15, que obtiveram as maiores 
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concentrações foram encontradas na região próxima a tonalidade vermelha, 
onde a o tempo e carga foram maior. 
Souza (2016), Yu et al. (2010) e Xião et al. (2013), observaram que as 
concentrações de ácido acético apresentaram um aumento significativo com o 
aumento tempo de residência do pré-tratamento. Efeito similar era esperado na 
hidrólise enzimática da palha da cana-de-açúcar, palha de arroz e tamarindo 
rosa, respectivamente. 
Observa-se que quando são aplicados maiores tempos de hidrólise, tem- 
se maior conversão de ácido acético. O aumento da concentração de ácido 
acético é explicado pela degradação da hemicelulose uma vez que este é 
proveniente do grupo acetil da hemicelulose (SOUZA, 2016). 
 
5.8. Inibidores Hidroximetilfurfural e Furfural. 
 
 
Os efeitos dos fatores hidrolíticos ocasionaram degradação, contribuindo 
para manter baixas as concentrações de HMF e furfural, e como os parâmetros 
do pré-tratamento utilizado foram seguindo o método descrito por BARBOSA 
(2016), já era esperado baixas concentrações de HMF e furfural na otimização 
da hidrólise enzimática. De acordo com o autor, a concentração de HMF 
aumentava em temperaturas mais baixas devido à degradação de hexoses 
provenientes das hemiceluloses (manose, glicose). Com o aumento da 
temperatura os valores da degradação de HMF se tornaram equivalentes à sua 
taxa de produção, fazendo com que concentração deste chega-se a zero 
nessas condições. Um novo aumento da temperatura a valores máximos do 
experimento levaria à disponibilidade de mais glicose no hidrolisado,sendo que 
esta, por sua vez, permitiria que a concentração de HMF também aumentasse 
conjuntamente. 
As variações nos teores de furfural e HMF apresentaram perfil similar ao 
do ácido acético, aumentando com o aumento do tempo de residência. Ambos 
compostos são provenientes da degradação dos açúcares, sendo o furfural 
(maiores concentrações) correspondente à degradação da xilose e arabinose e 
o HMF da glicose (YU et al., 2010). 
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RODRIGUES (2009) relatou que a hidrólise que proporciona maiores 
rendimentos se dá quando realizada sob pressão ambiente e temperaturas 
moderadas, (50-60°C), não formando subprodutos indesejáveis. 
 
5.9. Estimativa da produção de etanol 
 
 
O rendimento de ART (glicose) foi de 87%, que segundo Finguerut e 
colaboradores (1985) a cada 100kg de glicose é produzido 51,1 kg de etanol, 
estimando assim o valor de 44,46kg de etanol quando se estimou a produção 
neste experimento. Os ART encontrados por Teixeira et al. (1997) para o colmo 
do sorgo sacarino e da cana- de-açúcar foram 30,91 e 33 ,95 (% MS) e com 





Por meio do Delineamento Composto Central (DCC), foi possível obter um o 
modelo significativo para explicar as variáveis temperaturas, tempo e carga 
enzimática sobre a liberação de açúcares fermentescíveis e inibidores no 
processo de otimização da hidrólise enzimática de ramas de batata-doce. 
 
 De acordo com o Delineamento Composto Central (DCC), a maior 
liberação de celobiose da hidrólise enzimática foi na condição de 50oC, 
30FPU e 72h com 4,20g/L, e para glicose e xilose foi em: 30°C, 30FPU e 
72h com 11,97g/L e 2,29g/L respectivamente. A maior formação do 
inibidor ácido acético foi em 30°C, 30FPU e 72h. Para os inibidores HMF 
e furfural baixas as concentrações foram obtidas 
 As superfícies de resposta demonstraram um contorno elíptico, o que 
sugere que as condições de operação foram razoavelmente definidas 
para o processo de otimização da hidrólise enzimática para rama de 
batata-doce. 
 Os ensaios do planejamento experimental com carga enzimática de 30 a 
60FPU, tempo de 72h e temperatura 30°C proporcionaram maior 
rendimento de hidrólise da celulose, mostrando a eficiência da hidrólise 
da rama de batata-doce e seu potencial na produção de etanol 
celulósico. 
 Uma das vantagens em utilizar o delineamento de composto central para 
a otimização é ter um excelente planejamento aplicando várias técnicas 
estatísticas gerando bons resultados do processo. Em suma, a validação 
dos modelos determinados pelo planejamento experimental para a 
conversão e concentração de glicose demonstra que a otimização 
planejada foi alcançada. 
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